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RESUMEN
El objetivo de esta investigación fue obtener un protocolo de análisis de la actividad enzimática de Peroxidasa 
(POD) en pulpa de tomate de árbol (Solanum betaceum Cav.). Se evaluaron variables en el proceso de 
extracción como: el porcentaje de pulpa (PP), de 20 a 50% y el tiempo de centrifugación (TC) de 10 a 30 
minutos; mientras que en la medición se varió el volumen de extracto (VE), de 30 a 90 L. Se utilizó un diseño 
experimental de composición central 23 más puntos estrellas y puntos centrales con metodología de superficie 
de respuesta con dos repeticiones y un total de 32 unidades experimentales. Para la optimización, la mayor 
actividad enzimática se presentó empleando un PP de 60%, un TC de 34 min y un VE de 110 µl.  
Palabras clave: Enzimas, actividad peroxidasa, frutales, pulpa, protocolo.
ABSTRACT
The aim of this research was to obtain an analysis protocol of the enzymatic activity of Peroxidase (POD) in tree 
tomato pulp (Solanum betaceum Cav.). Variables were evaluated in the extraction process as the percentage of 
pulp (PP), of 20 to 50% and the centrifugation time (CT) of 10 to 30 min, while in the measurement was varied 
extract volume (EV) of 30 to 90 L. It was used an experimental central composite design 23 more star points 
and center points with response surface methodology replicated twice for a total of 32 experimental units. For 
optimization, the highest enzyme activity is presented using a PP of 60%, a CT of 34 min and a VE of 110 µl.
Key words: Enzimes, peroxidase activity, fruit, pulp, protocol
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INTRODUCCIÓN
En Colombia el cultivo de tomate de árbol es 
importante, no solo por lo que representa para 
la seguridad alimentaria, sino por la generación 
de mano de obra para las labores del cultivo, 
transporte, comercialización y transformación 
agroindustrial, que se traduce en mejor 
calidad de vida para los actores vinculados de 
manera directa o indirecta a dichas actividades 
(Jaramillo 2003). 
En el Departamento de Nariño el tomate de 
árbol es uno de los frutales andinos con mayor 
potencial de industrialización, debido a que se 
cuenta con la materia prima disponible para ello; 
es así como en el Consolidado Agropecuario de 
Nariño (2012) se reporta que el área sembrada 
fue 391,8 ha, con una producción de 2117,6 
t., pero debido a su naturaleza perecedera, los 
frutos de tomate de árbol deben someterse a 
alguna forma de conservación con el fin de 
que estén disponibles para su consumo por 
tiempos prolongados.
Es así como el procesamiento agroindustrial 
es una alternativa para mantener las 
características deseables de un alimento por 
tiempos prolongados; además es un requisito 
previo para varios productos alimenticios a fin 
de mejorar su palatabilidad y digestibilidad 
(Zhao y Chang 2008). Sin embargo, aunque 
los tratamientos térmicos ayudan a preservar 
las características deseables de un alimento 
mediante la disminución de la velocidad de 
las reacciones enzimáticas, la senescencia 
y crecimiento microbiano, no detienen 
totalmente  estos procesos (Bahçeci et al. 2005).
Es conocido el hecho que la presencia de 
enzimas endógenas en frutas y vegetales crudos 
o procesados puede ocasionar pérdida de 
calidad durante el almacenamiento (Anthon y 
Barrett 2002), como resultado puede observarse 
el desarrollo de malos olores, pérdida de color, 
sabores desagradables, cambios en la textura y 
pérdida de nutrientes (Cruz et al. 2006).
Por lo tanto, es necesario monitorear el 
tratamiento térmico aplicado para determinar 
el grado de inactivación alcanzado tras 
el proceso; como indicador se utiliza 
comúnmente a POD (EC 1.11.1.7, donante: 
hidrógeno-peróxido oxido reductasa) debido 
a su alta concentración en diversos tejidos 
vegetales y su alta termo resistencia (Hiner et 
al. 2002). Esta enzima es considerada la más 
termoestable en plantas y tras un mal proceso, 
puede ganar actividad nuevamente durante el 
almacenamiento (Lee et al. 1984).
Por ello, la inactivación de POD en pulpa de 
tomate de árbol, se podría utilizar como un 
indicador de la efectividad del tratamiento 
térmico debido a su termo resistencia (Civello 
et al. 1995; Anthon et al. 2002) y con su 
posible relación con la producción de sabores 
desagradables, colores indeseados y pérdidas 
de nutrientes en productos hortofrutícolas 
crudos, congelados y sin escaldar (Ercan 
y Soysal 2011). Si esta enzima se inactiva, 
otros sistemas enzimáticos responsables de 
la degradación de los tejidos también se 
desactivarán (Agüero et al. 2008).
Es importante resaltar la necesidad de 
caracterizar las enzimas de cada fruta 
individualmente, ya que los resultados 
reportados en la literatura, tanto de cinética 
como de inactivación de diferentes fuentes de 
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extracto enzimático en frutas y hortalizas, son 
diferentes y por lo tanto no se puede asumir que 
el comportamiento de las enzimas sea igual en 
todas las matrices alimenticias (Durango et al. 
2007).
Los estudios sobre la cinética enzimática, 
han demostrado que ésta es única para cada 
vegetal, especie y variedad (Agüero et al. 
2008). Por tanto los protocolos de análisis de 
actividad enzimática varían para los diferentes 
productos hortofrutícolas. De esta manera, el 
objetivo de esta investigación fue establecer 
un protocolo de extracción y medición de 
actividad POD en pulpa de tomate de árbol 
para poder aplicarlo en la evaluación de la 
eficiencia de tratamientos térmicos empleados 
para su  conservación.
MATERIALES Y MÉTODOS
Localización. El presente trabajo se 
realizó en la Planta Piloto adscrita a la 
Facultad de Ingeniería Agroindustrial de la 
Universidad de Nariño, localizada a 1º14' 
00'' latitud norte y 77º18' 00'' longitud 
oeste, a 2506m.s.n.m, con una temperatura 
promedio de 20ºC y humedad relativa de 
75% (software android GPS navigator 2.06).
Materia Prima. Se utilizó tomate de 
árbol (Solanum betaceum Cav.) variedad 
rojo común en grado óptimo de madurez 
comercial, proporcionado por la empresa 
INPADENA dedicada a la obtención 
de pulpas en el Municipio de Pasto.
Obtención de pulpa. Los frutos fueron 
seleccionados y clasificados conforme a la NTC 
4105 (ICONTEC 1997) por su estado de madurez 
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comercial; se lavaron con agua potable y se 
desinfestaron con una solución de hipoclorito 
de sodio a 50 ppm (0,005%) durante 5 minutos. 
Posteriormente los frutos fueron enjuagados, 
troceados y homogenizados empleando una 
despulpadora industrial Comek 500. La pulpa 
obtenida fue almacenada bajo condiciones 
de congelación (-23°C) hasta su uso.
Análisis fisicoquímico. La caracterización 
del material fue realizada por el Laboratorio 
de Bromatología de la Universidad de Nariño, 
empleando métodos descritos para el análisis 
químico de alimentos basados en las técnicas 
de la AOAC (AOAC 1997). De esta manera, 
la pulpa de tomate de árbol fue utilizada en 
fresco y se determinó pH, sólidos solubles 
totales, acidez titulable, índice de madurez, 
humedad, cenizas, fibra cruda, proteína 
cruda, vitamina C y carbohidratos totales.
Determinación de la actividad enzimática.
La metodología de análisis de actividad 
POD se divide en dos partes: en la primera 
de presenta la extracción y en la segunda la 
medición de actividad de la enzima. Durante 
la extracción se empleó un buffer con un 
pH y una concentración que contribuyen a 
mantener POD en sus condiciones óptimas 
y también se llevó a cabo un proceso de 
separación para aislar los sólidos del material 
de la enzima de interés, la cual se ubica en 
el sobrenadante y también con el fin de lisar 
las células para liberar la enzima (Roe 2001). 
En la medición se monitoreó la evolución en 
el tiempo del cambio de absorbancia a 470 
nm tras la oxidación del sustrato (Guayacol) 
catalizado por POD  en presencia de  peróxido 
de hidrógeno (Thongsook y Barrett 2005).
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Metodología de extracción de la enzima. 
Las muestras se prepararon para el análisis 
mediante la mezcla en tubos de centrífuga 
de 15 mL de los volúmenes determinados 
en la matriz experimental que representaron 
la cantidad de pulpa y de buffer fosfato de 
sodio de concentración 0,05 M y pH 6,5, 
empleados en cada ensayo. Las muestras 
fueron centrifugadas en un equipo Universal 
320 marca Hettich en un rango de tiempo de 
10 a 30 minutos. El precipitado se descartó 
y el sobrenadante constituyó el extracto 
enzimático que fue utilizado inmediatamente 
para la determinación de la actividad  POD.
Basándose en los trabajos de Roe (2001) 
y Gonzales et al. (2000) se mantuvieron 
algunos parámetros constantes como el 
buffer para la extracción y medición que 
correspondió a fosfato de sodio, debido a 
que no interfiere con la función enzimática y 
es uno de los más comúnmente empleados. 
Además de la concentración del buffer de 
extracción y medición, la cual se determinó 
en las utilizadas típicamente que según 
Roe (2001) están entre 10 a 50 mM,
Dado que el interior de las células vegetales 
comúnmente tienen un pH entre 6-8, rango 
empleado en varios estudios realizados en mora 
(Rubus glaucus Benth.) (González et al. 2000), 
sagu (Cycas revoluta Thunb.) (Onsa et al. 2004), 
marula (Sclerocarya birrea A. Rich. Hochst.) 
(Mdluli 2005), paprika (Capsicum annuum L.) 
(Schweiggert et al. 2005), hojas de siam (Senna 
siamea (Lam.) H.S.) (Rani y Abraham 2006), 
raíces de nabo (Brassica rapa L.) (Duarte et al. 
2003), uvas (Vitis vinífera L.) (Fortea et al. 2009), 
brócoli (Brassica oleracea L.) (Thongsook y 
Barrett 2005), zanahorias (Daucus carota L.) 
(Anthon y Barrett 2002), fresas (Fragaria vesca 
L.) (Martínez et al. 2001; Civello et al. 1995), se 
empleó un pH de extracción y medición de 6,5.
La velocidad de centrifugación se estableció 
basándose en que la técnica de disrupción 
seleccionada no debe ser más vigorosa que la 
requerida para causar ruptura en las células, ya 
que puede causar la inactivación de las enzimas 
una vez liberadas (Roe 2001). Por tanto, se 
consideró que 10.000 rpm son suficientes 
para alcanzar una lisis que provocara la 
liberación de los contenidos celulares, la 
cual provee rendimientos más altos de POD.
Los factores evaluados  fueron  la relación 
entre la cantidad de Pulpa y Buffer fosfato de 
1:1 a 1:4 (PP=20 a 50% de pulpa) y el TC de 
10 a 30 minutos. 
Metodología de medición de la actividad 
POD. Para el análisis de la actividad de POD 
se utilizó una solución sustrato que se preparó 
diariamente y se realizó con la mezcla de 0,1 
mL de guayacol (99,5%), 0,1 mL de peróxido 
de hidrógeno (30%), y 99,8 mL de buffer fosfato 
de sodio 0,2 M y pH 6,5 (Morales et al. 2006).
Los ensayos de actividad POD se llevaron a 
cabo haciendo variar el VE en un rango de 30 a 
90 L. De esta forma se mezclaron los volúmenes 
de extracto enzimático y de la solución sustrato 
que se establecieron en la matriz experimental 
en cubetas del espectrofotómetro, manteniendo 
constante el volumen total en 2,5 mL. El 
blanco se preparó de la misma forma pero 
empleando agua destilada en lugar del extracto 
enzimático. La muestra y el blanco se agitaron 
y se colocaron en un espectrofotómetro 
Thermo Genesys con escaneo de 6 celdas. 
De acuerdo a la metodología de Rudra et al. 
(2008), se tomaron lecturas de absorbancia a 
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470 nm cada 30 segundos y durante un total 
de 30 minutos y los datos obtenidos fueron 
analizados empleando el programa Visual Lite. 
Además, la actividad enzimática se determinó 
a partir de la pendiente de la línea recta que 
se originó hasta los 10 minutos transcurridos 
de la curva de ajuste, por tanto, la  unidad 
de actividad POD se define como el cambio 
de absorbancia por minuto ('DO/min).
Diseño Experimental. Se utilizó un diseño 
compuesto central (DCC) 23 más puntos 
estrella y puntos centrales con metodología de 
superficie de respuesta, para determinar el efecto 
de los factores, sobre la actividad enzimática 
de Peroxidasa. Resultaron 32 corridas, 
incluyendo 2 puntos centrales por bloque. 
Análisis de datos. El análisis de resultados 
fue realizado empleando el programa 
Statgraphics Centurion© Plus versión XV.II. 
Se realizó un análisis de varianza empleando 
la Prueba de Rangos Múltiples, LSD de Fisher 
al 95% de confiabilidad; se obtuvo también 
la óptima respuesta, el diagrama de Pareto, 
el gráfico de efectos principales, el gráfico 
de interacción y de superficie de respuesta.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Determinación de las características 
fisicoquímicas y evaluación de la actividad 
enzimática residual de POD de la pulpa.
En el análisis fisicoquímico (Tabla 1), se 
observan valores similares a los reportados en 
estudios previos, así como también variaciones, 
las cuales según Franco (1998) son debidas 
posiblemente al manejo agronómico en el 
cultivo, clima, suelo, variedad del fruto, entre 
otras.
La Tabla 2 muestra los valores promedio de 
actividad enzimática de POD obtenidos en 
los diferentes tratamientos empleados para 
estandarizar el protocolo de extracción y 
medición de POD. 
El análisis de varianza (Tabla 3), muestra que 
seis (6) efectos son significativos (P<0.05) 
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(Fuente: Tabares y 
Velásquez 2003)
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sobre la actividad enzimática POD. Entre ellos 
se encuentran el tiempo de centrifugación, la 
cantidad de pulpa, el volumen de extracto, 
el cuadrado del tiempo de centrifugación, la 
interacción entre la cantidad de pulpa y de 
extracto y el cuadrado del volumen de extracto. 
Además, el estadístico R-Cuadrado indica que 
el modelo así ajustado, explica 87,163% de 
la variabilidad en actividad POD, con lo que 
se puede deducir que el diseño cuenta con 
un ajuste aceptable y permite hacer análisis 
confiables sobre los factores implicados en la 
variable respuesta. 
Puesto que el P-valor del estadístico Durbin-
Watson (DW) es mayor que 5,0%, se 
garantiza que no se presentaron  problemas 
de autocorrelación serial en los residuos, es 
decir, no se hizo omisión de ninguna variable 
importante y los errores estándar obtenidos 
no presentan sesgo alguno garantizando una 
buena aleatorización de los experimentos.  
La ecuación del modelo ajustado según los 
resultados obtenidos tras cada ensayo, se 
indica a continuación:
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      0,000176425
      0,000394033
  0,0180304
    0,00577636
    0,00054971
  0,0577241
      0,000374827
0,254401


















    0,00318519
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(P<0.05)= significativo; R-cuadrado= (87,1625%); Estadístico Durbin-Watson= (2,09278; P=0,4423)
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Actividad POD = 0,190804-0,00901715*TC-0,00195593*PP- 0,00305188*VE+ 0,00034174*TC2-
0,0000940625*TC*PP+0,0000110688*TC*VE+0,0000204959*PP2 +0,0000745986*PP*VE
+0,0000196185*VE2
Con esta ecuación se pueden modelar 
posteriores experimentos con las mismas 
condiciones, es decir, es válida para los 
rangos estudiados de los factores.
La Tabla 4 muestra la combinación de los 
niveles de los factores que maximizan 
la actividad POD sobre la región indicada, 
con los cuales se obtuvo un valor 
óptimo de actividad enzimática 
correspondiente a 0,48192 'DO/min. 
Varios estudios reportan haber empleado un 
tiempo de centrifugación  similar (30 min) 
para la extracción de POD en zanahoria, 
brócoli (Morales et al. 2006), manzanas 
(Jangy Moon 2011), puré de fresa (Terefe 
et al. 2010), berros (Cruz et al. 2006), 
té de mate (Ceni et al. 2008) y tomillo 
(DoŒan y DoŒan 2004).
Así mismo, el porcentaje óptimo de pulpa que
maximiza la actividad POD, es similar a los 
trabajos de investigación llevados a cabo 
en uchuva, lulo (Durango et al. 2007), 
zanahorias (Akyol et al. 2006) y puré 
de fresa (Terefe et al. 2010).
Además, la cantidad óptima de extracto para 
medición de POD obtenida en esta investigación 
es similar a la reportada en calabaza (Agüero 
et al. 2008), (Cruz et al. 2006), brócoli, 
espárragos verdes (Morales et al. 2006), 
zanahoria (Lemmens et al. 2009), sagú (Onsa et 
al. 2004); guayaba (Ganjloo et al. 2009), judías 
verdes (Akyol et al. 2006; Soysal et al. 2004), 
guisantes  (Akyol et al. 2006), piña (Zhou et 
al. 2003), berro (Cruz et al 2006), kiwi 
(Fang et al. 2008), rábano (Zhong et al. 
2007), hojas de menta (Rudra et al. 
2008) y fresa (Chisari et al. 2007).
Tabla 4. Optimización de actividad Peroxidasa en pulpa de tomate de árbol (Solanum betaceum Cav.)
Tiempo de Centrifugación (min)
Cantidad de Pulpa (%)












En el diagrama de Pareto (Figura 1) se muestran 
claramente los efectos tanto significativos como 
no significativos de los factores, como de 
sus interacciones sobre la actividad enzimática. 
Así mismo, indica que con un nivel de 
confianza del 95%, el volumen de extracto, 
de pulpa, el cuadrado del tiempo de 
centrifugación, la interacción entre la 
cantidad de pulpa y extracto, el tiempo 
de centrifugación y el cuadrado del volumen 
de extracto, ejercen un efecto significativamente 
positivo sobre la actividad enzimática, es decir 
que la aumentan; un leve cambio en el 
volumen de extracto, causaría mayor efecto 
que un cambio en el tiempo de centrifugación 
o en la cantidad de pulpa.
Lo anterior posiblemente, debido a que al 
emplear casi la misma cantidad de pulpa y 
de buffer en la extracción, se provee de mayor 
cantidad de enzima a la matriz, lo cual se 
complementa con el uso de un volumen de 
extracto enzimático considerable al realizar 
la medición de la actividad POD. Similares 
resultados se obtuvieron en el estudio de Ceni 
et al. (2008), en el cual con el incremento de 
la masa del material vegetal se aumentó la 
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Figura 1. Diagrama de Pareto estandarizado para Actividad Enzimática 
de Peroxidasa en pulpa de tomate de árbol (Solanum betaceum 
Cav.).
Figura 2. Efectos principales del tiempo de centrifugación, la cantidad de 
pulpa y el volumen de extracto sobre la actividad peroxidasa en 
pulpa de tomate de árbol (Solanum betaceum Cav.).
actividad enzimática. Por otra parte, en el 
rango de tiempo de centrifugación óptimo, hay 
una mayor separación entre los sólidos totales 
y la fase líquida de la pulpa, por tanto los 
primeros se precipitan y la enzima se ubica en 
el sobrenadante porque el pH al que se 
encuentra es el óptimo para permanecer en 
solución, facilitando la determinación 
de su actividad (Roe 2001).
 
En la Figura 2 se muestra un marcado efecto 
de las variables: TC, CP y VE sobre la 
actividad POD. Se observa claramente el 
efecto positivo sobre la variable de respuesta 
del incremento en la cantidad de 
pulpa, de extracto y el tiempo de 
centrifugación a partir de los 20 minutos, 
notándose que leves aumentos en 
estos, causan un incremento 
importante en la actividad POD. 
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En el rango de tiempo de centrifugación 
comprendido entre los 10 y 20 min se evidenció 
un cambio en su comportamiento de positivo 
a negativo. Según Roe (2001), esto pudo ser 
causado porque no se logró una liberación 
completa de la enzima y por tanto POD no pudo 
expresar toda su actividad; también debido a 
que se pudieron haber generado reacciones 
como acidificación y la oxidación durante 
la extracción enzimática por presencia de 
sustratos fenólicos. Estos  sustratos al oxidarse 
causan su inactivación parcial y se forman 
pigmentos oscuros que pueden interferir con el 
proceso de extracción, ligándose a la enzima e 
inactivándola, por tanto, estos deben sustraerse 
de la matriz antes del ensayo con aditivos 
como Polivinilpolipirrolidona (PVP) insoluble 
(Ceni et al. 2008) o un detergente Triton X-100 
junto con PVP insoluble, lo cual mejora la 
extracción.
Las interacciones que se muestran en la Figura 
3 al igual que el Análisis de Varianza (Tabla 3), 
permiten identificar que la única interacción 
relevante sobre el rendimiento es la interacción 
BC (Cantidad de pulpa-Volumen de extracto) 
con un P-valor de 0,0102. Además, muestra 
que el mejor efecto de la interacción frente a 
la actividad enzimática, se presenta cuando la 
cantidad de pulpa y el volumen de extracto se 
encuentran cercanos a su nivel superior. Esto 
se presenta posiblemente, debido a que el 
material de inicio tuvo la cantidad suficiente 
de POD y así después de la remoción de 
sólidos se presentó una recuperación eficiente 
de la enzima, dado que las condiciones de pH 
y temperatura fueron las óptimas, obteniendo 
un sobrenadante clarificado que contuvo la 
enzima activa (Roe 2011).
La superficie de respuesta (Figura 4), representa 
un modelo de segundo orden y muestra la 
tendencia que exhibe la atividad enzimática al 
hacer variar los factores en estudio, por tanto 
a medida que se incrementan los valores de la 
cantidad de pulpa y de volumen de extracto, la 
actividad enzimática se aumenta.  
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Figura 3. Gráfico de interacción del Tiempo de Centrifugación, la Cantidad de 
Pulpa y el Volumen de Extracto sobre la Actividad POD en pulpa de 
tomate de árbol (Solanum betaceum Cav.)
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Figura 4. Superficie de respuesta estimada en un tiempo de centrifugación de 30 
minutos para Actividad Peroxidasa en pulpa de tomate de árbol (Solanum 
betaceum Cav.)
CONCLUSIONES
El tiempo de centrifugación, la cantidad de 
pulpa y el volumen de extracto enzimático, 
ejercieron una influencia significativa sobre 
la actividad POD, la cual se incrementó a 
medida que aumentaron los valores de estas 
variables. Es así, como la optimización mostró 
que la mayor actividad enzimática se obtuvo 
al mezclar durante la extracción 6 mL de pulpa 
con 4 mL de buffer fosfato 0,2 M y pH 6,5, en 
un tiempo de centrifugación de 34 minutos, y 
un volumen de extracto de 110 l con 2,390 mL 
de solución sustrato, en la medición.
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